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Resumo 
O Brasil é um dos maiores produtores agrícolas, com significante evolução tecnológica nas 
últimas décadas e incentivos para o aumento na produção de alimentos, entretanto, esta 
evolução promoveu o aumento na utilização de agrotóxicos para o controle das pragas agrícolas. 
A aplicação dessas moléculas químicas se mostra eficiente principalmente no controle de 
plantas daninhas e de insetos alvo, porém pode afetar organismos não alvo no ecossistema como 
um todo. Dentre os mais variados grupos de agrotóxicos estão os inseticidas. O fipronil é um 
inseticida utilizado no controle de insetos em plantações de cana-de-açúcar, soja, milho, 
algodão, batata, tratamento de sementes de diversas culturas e no controle de pulgas, carrapatos 
e piolhos em animais domésticos. O presente projeto de pesquisa teve como finalidade avaliar 
a toxicidade de uma formulação comercial do fipronil (Regent ® 800 WG), em solo natural 
mediante teste multigeracional com organismo Enchytraeus crypticus, importantes 
representantes da mesofauna do solo, realizando teste de fuga (avoidance) como experimento 
complementar. Os enquitreídeos são organismos de fácil cultivo em laboratório, e 
desempenham importantes funções no solo, mantendo a estrutura do mesmo e sua porosidade, 
principalmente quando as minhocas não estão em números consideráveis no ambiente. Estes 
organismos têm sido considerados bons bioindicadores da qualidade do solo e são amplamente 
utilizados em testes de toxicidade, entretanto, a maioria deles avaliando apenas uma geração do 
organismo em relação ao composto tóxico, não permitindo que o composto testado fique 
exposto durante todo o ciclo de vida do bioindicador. Assim, faz-se necessário a avaliação 
multigeracional para verificar se o fipronil (Regent ® 800 WG) pode causar efeitos nas gerações 
futuras, garantindo a exposição do inseticida durante todo o ciclo de vida.  As concentrações 
do fipronil (Regent ® 800 WG) avaliadas no teste de toxicidade com Enchytraeus crypticus 
foram aquelas recomendadas pelo fabricante em seu uso para cultura de cana-de-açúcar. Devido 
à alta persistência do fipronil (Regent ® 800 WG) no solo, avaliou-se a toxicidade do inseticida 
para duas gerações do organismo teste. Realizou-se também ensaio de biodegradação no solo 
do mesmo, mediante a avaliação da atividade microbiana pela técnica de respirometria. Diante 
dos resultados obtidos verificou-se que o fipronil (Regent ® 800 WG) é um inseticida que 
apresenta baixa biodegradabilidade no solo e E. cryticus não foram sensíveis ao mesmo em 
duas gerações, visto que, não houve toxicidade aguda, entretanto, foi possível observar a 
redução do tamanho dos animais, principalmente na primeira geração, indicando que nas 
próximas gerações eles não irão sobreviver. No teste de fuga, na concentração mais elevada, os 
bioindicadores tiveram preferência pelo solo não contaminado com inseticida.  
 
 
  
Abstract 
 
Brazil is one of the largest agricultural producers, with significant technological evolution in 
the last decades and incentives for the increase in food production, however, this evolution is 
promoting the increase in the use of pesticides for the control of agricultural pests. The 
application of these chemical molecules proves to be efficient mainly in controlling weeds and 
target insects, but it can affect non-target organisms in the ecosystem as a whole. Among the 
most varied groups of pesticides are insecticides. Fipronil is an insecticide used to control 
insects in sugarcane, soybean, corn, cotton, potato, crop cultivation and control of fleas, ticks 
and lice in domestic animals. The present research project aimed at the toxicity of a commercial 
species, in natural soil through the multigenerational test with the culture Enchytraeus 
crypticus, important representatives of the soil mesofauna, performing avoidance test as a 
complementary experiment. The enquitreídeos are grouped in laboratory, and they play 
important functions in the soil, maintaining a structure of the same and its porosity, especially 
when the earthworms are not in considerable numbers in the environment. These organisms 
have been considered good soil quality bioindicators and are widely used in toxicity tests, 
however, not allowing the test to be exposed throughout the bioindicator's life cycle. Thus, 
multigenerational assessment is required to verify that fipronil (Regent ® 800 WG) can have 
effects on future generations, ensuring exposure of the insecticide throughout the life cycle. The 
concentrations of fipronil (Regent ® 800 WG) evaluated in the toxicity test with Enchytraeus 
crypticus were those recommended by the manufacturer in its use for sugar cane cultivation. 
Due to the high persistence of fipronil (Regent ® 800 WG) in the soil, the toxicity of the 
insecticide was evaluated for two generations of the test organism. A biodegradation test was 
also carried out in the soil, by means of the evaluation of the microbial activity by the technique 
of respirometry. In view of the results obtained, it was verified that fipronil (Regent ® 800 WG) 
is an insecticide that presents low biodegradability in the soil and E. cryticus were not sensitive 
to it in two generations, since, there was no acute toxicity, however, it was possible observe the 
reduction of the size of the animals, especially in the first generation, indicating that in the next 
generations they will not survive. In the avoidance test, at the highest concentration, the 
bioindicators had preference for soil not contaminated with insecticide. 
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1. INTRODUÇÃO 
A chamada Revolução Verde ocorrida nas décadas de 60 e 70, impulsionou no 
Brasil a produção agrícola em grande escala, alterando o cenário de produção com o 
desenvolvimento tecnológico e quebra da agricultura familiar, seguida do êxodo rural. O 
incentivo a agricultura levou ao aumento no uso de agrotóxicos para controle das pragas, 
trazendo assim algumas desvantagens ao meio ambiente, destacando consequências drásticas, 
especialmente para o solo, que possui organismos com funções primordiais para a manutenção 
do ecossistema. 
O crescimento populacional urbano levou a maior demanda de produtos 
alimentícios exigindo cada vez mais o uso de produtos químicos para acelerar a produção 
agrícola. O uso de pesticida em larga escala e sem controle não apenas atinge os organismos 
alvo, mas também contamina o solo, expondo outros organismos não alvos. 
Como consequências dessas práticas destaca-se o acúmulo de compostos químicos 
indesejáveis no meio ambiente, evidenciados no Brasil pela comprovação do aumento de 
inúmeros passivos ambientais registrados e o aumento do número de áreas contaminadas, 
registrados pela Companhia Ambiental do Estado de São Paulo (CETESB) nos relatórios de 
áreas contaminadas no estado de São Paulo (CETESB, 2018). 
Tem sido crescente a utilização de substâncias sintéticas na produção de alimentos, 
colocando o Brasil em posição de destaque na utilização de pesticidas, sendo inegável a 
utilização desses compostos para manter a produção e suprir a demanda alimentar, mas também 
é importante avaliar o comportamento dessas moléculas no ambiente, sendo necessário estudos 
que avaliem o impacto no ambiente, afetando diretamente a qualidade do solo. 
A qualidade do solo pode ser avaliada em suas características físicas, químicas e 
biológicas. Na avaliação biológica, os invertebrados têm sido utilizados como bioindicadores, 
cada qual com maior ou menor sensibilidade, podendo avaliar a qualidade do mesmo antes e 
após atividades antrópicas e podem ainda identificar a toxicidade de compostos químicos, por 
serem importantes representantes da biota do solo. 
Os Enchytraeus crypticus, importantes representantes da mesofauna do solo, são 
anelídeos terrestres encontrados em diferentes ecossistemas, possibilitando comparações em 
diferentes ambientes. Os enquitreídeos têm sido amplamente utilizados em testes de toxicidade, 
devido a sua grande representatividade e importância no ecossistema terrestre e por serem 
facilmente cultivados em laboratório. Testes laboratoriais envolvendo uma única espécie 
permite entender o que acontece a nível individual para poder propagar respostas a níveis mais 
baixos de organizações biológicas e adotar medidas de avaliação para níveis superiores de 
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organização ecológica, ou seja, população, comunidades e ecossistemas. Nos ensaios de 
toxicidade crônica com o E. crypticus, o mesmo é exposto durante 21 dias ao composto químico 
a ser avaliado. Utilizando este procedimento, os organismos de teste não estão expostos durante 
todo um ciclo de vida e, portanto, a análise de toxicidade da substância pode ser subestimada. 
Sendo assim, testes multigeracionais auxiliam no entendimento do efeito que um composto 
químico possa causar nas gerações e em todo o ciclo de vida do organismo teste.  
Dentre as classes de agrotóxicos estão os inseticidas, e entre eles o fipronil (Regent 
® 800 WG), composto utilizado no controle de formigas e outros insetos invasores em várias 
culturas, e também no combate de pragas urbanas como pulgas e carrapatos em animais 
domésticos.  
O fipronil (Regent ® 800 WG), composto considerado altamente tóxico pela 
ANVISA e persistente no solo por ser de baixa solubilidade em água, tem sido objetivo de 
vários estudos no mundo em decorrência de sua toxicidade a insetos não alvos. Em alguns 
países da Europa sua utilização foi proibida em decorrência da alta toxicidade, causando a morte 
de abelhas, responsáveis pela polinização. Sendo assim, faz-se necessários estudos que avaliem 
o seu destino no solo e consequentemente em todo ecossistema, assim como a sua toxicidade 
nos indicadores biológicos do solo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
2.1. Agrotóxicos no Brasil 
De acordo com Lei Nº 7.802, de 11 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto 
Nº 4.074/2002, os agrotóxicos são definidos como:  
 
“Os produtos e os agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, destinados ao 
uso nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos 
agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou implantadas, e de outros 
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja finalidade 
seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da ação danosa 
de seres vivos considerados nocivos” (BRASIL, 1898; BRASIL, 2002). 
 
O Brasil é um dos maiores produtores agrícolas do mundo, logo, para garantir o 
fornecimento de alimentos em todo o território nacional, o uso de agrotóxicos tem sido há 
muitos anos a estratégia de manejo no controle de pragas mais utilizado (JARDIM et al., 2011).   
Os agrotóxicos foram regulamentados no Brasil mediante o Decreto Nº 24.114 de 
1934. Nele estão estabelecidas instruções para importação, exportação, produção e 
comercialização no país (BRASIL, 1934).  
O Congresso Brasileiro aprovou a Lei Federal No 7.802, no ano de 1989, que 
regulamenta todos os aspectos que dizem respeito aos pesticidas, incluindo: produção, 
armazenamento, transporte, eliminação e pesquisa. De acordo com a referida lei um pesticida 
só pode ser comercializado no país se o mesmo estiver registrado. A obtenção do registro 
envolve o Ministério da Saúde, o Ministério da Agricultura e o Ministério do Meio Ambiente. 
Ainda de acordo com a lei, um pesticida só pode ser vendido para uso agrícola se apresentar 
prescrição agronômica escrita por profissional técnico depois de fazer uma visita técnica e 
avaliar a área em que o produto será aplicado (CALDAS, 2011).  
A produção agrícola no Brasil se tornou dependente do uso desses agroquímicos e 
para assegurar a rentabilidade da cultura, faz-se necessário o uso cada vez mais elevado desses 
compostos sintéticos, entretanto o uso intenso tem favorecido a proliferação de pragas, ervas 
daninhas e doenças, devido a fatores de resistência dos organismos alvos (VIEIRA et al., 2016).  
No Brasil, segundo IBGE (2015) ocorreu aumento de 2,7 quilos por hectare em 
2002 para 6,9 quilos por hectare em 2012 no uso de agrotóxico, crescimento de 155% em 10 
anos, e dos produtos utilizados, 64,1% foram considerados perigosos e 27,7% muito perigosos. 
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De todo o agrotóxico comercializado mundialmente, o Brasil consome cerca de 
20% (PELAEZ et al., 2015) e esse consumo tem aumentado substancialmente com o passar dos 
anos.  
A Figura 1 apresenta a quantidade de agrotóxico vendida por cultura no Brasil. 
 
Figura 1 - Venda de agrotóxico por cultura no Brasil (2015) 
 
Fonte: SINDIVEG / Org. Rosangela Vieira – DIEESE (2017) 
 
Na Figura 2 nota-se que o consumo total de agrotóxicos aumentou cerca de 135% 
em um período de apenas 15 anos. 
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Figura 2 - Consumo de agrotóxicos no Brasil nos anos de 2000 a 2014  
(tonelada de ingrediente ativo) 
 
Fonte: IBAMA, 2016 
Muitos dos insumos químicos (fertilizantes, herbicidas, inseticidas e fungicidas) são 
aplicados diretamente no solo ou pulverizados sobre as plantas podem ter entre os destinos o 
transporte para áreas fora dos campos de aplicação e até mesmo atingir os corpos d'água 
(NOLDIN et al., 2012). 
Algumas moléculas de agrotóxicos apresentam formulações para uso nos seres 
humanos no controle de ácaros e piolhos. Essa exposição crônica pode apresentar riscos à saúde 
humana e em casos mais graves, pode ser fatal se a exposição for aguda (CALDAS, 2011). O 
maior risco a saúde humana ocorre na exposição dos trabalhadores agrícolas aos pesticidas, 
sendo este o mais importante risco ocupacional a nível mundial (GUNNEL et al., 2007). 
A contaminação do solo e, consequentemente da água, por agrotóxicos pode atingir 
cursos d’água alterando o ciclo de nutrientes que são importantes para a sobrevivência de 
muitos micro-organismos, provocando desequilíbrio nas comunidades microbianas e 
consequentemente impacto ambiental. 
O destino dos agrotóxicos no ambiente depende das suas propriedades físico-
químicas e maneiras de aplicação, das características do solo e das condições ambientais 
(SPADOTTO et al., 2010).  
Após a aplicação do agrotóxico, o mesmo pode sofrer três destinos: transformação 
(física, química e biológica); retenção (sorção/dessorção) e transporte (volatilização, 
escoamento superficial, lixiviação). 
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A transformação pode ser química, com degradação do agrotóxico no meio ou 
biológica do contaminante, mediante a atividade biológica, com papel primordial dos micro-
organismos. A retenção pode ser por sorção, em que envolve os processos de adsorção, 
dessorção e absorção, onde adsorção é a transferência de uma fase líquida ou gasosa para uma 
fase sólida (ou partículas), sendo a dessorção o processo inverso. A absorção é a retenção de 
partículas internamente a matrizes biológicas (CHIOU et al., 1983; FAY e SILVA, 2004). O 
transporte pode ser por lixiviação, consistindo na movimentação da molécula do agrotóxico 
pelo perfil do solo, podendo levar à contaminação do lençol freático. Também pode ocorre por 
escoamento superficial, que consiste na perda do agrotóxico aplicado no local através do fluxo 
de água na superfície, sendo assim tem potencial de contaminação dos reservatórios, lagos e 
rios, expondo muitos organismos aos agrotóxicos que muitas vezes podem ser tóxicos, 
atingindo toda a cadeia ecológica ou por volatilização (FAY e SILVA, 2004; SPADOTTO et 
al., 2010) (Figura 3). 
 
 
Figura 3 – Processos que afetam o destino ambiental dos agrotóxicos 
 
Fonte: Adaptado de SPADOTTO et al., (2010). 
 
No Brasil está em tramitação um Projeto de Lei (PL) já aprovado pela câmara dos 
deputados que prevê sérias mudanças na lei atual, o que poderá levar a maior flexibilidade no 
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registro de novos agrotóxicos no país. Na Tabela 1 estão expressos algumas das mudanças 
previstas no PL. 
 
Tabela 1 – Principais mudanças previstas com a proposta da nova Lei dos Agrotóxicos, 
destacando a lei atual e a proposta de mudança 
 
 Atual Proposta  
Concessão de novos 
registros 
Três órgãos são 
responsáveis pela análise: 
Anvisa, Ibama e 
Ministério da Agricultura.  
Centralização do registro 
dos produtos no Ministério 
da Agricultura.  
Agrotóxicos x Pesticidas A Lei nº 7.802, de 11 de 
julho de 1989 tratado os 
produtos químicos 
relacionados a agricultura 
como agrotóxicos. 
A nova lei prevê mudança 
do termo “agrotóxico” 
para “pesticida”. 
Perigo x Risco Produtos químicos 
perigosos são avaliados, 
proibindo substâncias que 
tenham características 
teratogênicas, 
carcinogênicas ou 
mutagênicas. A avaliação 
leva em conta o princípio 
ativo da molécula. 
Inclusão de avaliação de 
risco. Isso significa não 
considerar só o princípio da 
molécula, mas também a 
exposição, sendo negadas as 
de risco inaceitável para 
saúde ou ambiente. 
Registro Provisório Não é possível obter registro 
temporário de um novo 
produto. A autorização para 
comercialização só é 
permitida quando o pedido 
passa pelos três órgãos 
reguladores: Anvisa, Ibama 
e Ministério da Agricultura. 
O tempo de análise varia, 
em média, de cinco anos a 
oito anos. 
Concessão de registro 
provisório caso não haja 
análise do pedido no prazo 
de 24 meses. Para isso, o 
novo produto precisa ter 
sido autorizado em três 
países da Organização para 
a Cooperação e 
Desenvolvimento 
Econômico (OCDE). 
Reavaliação de registro Não há prazo para 
reavaliação de produtos 
registrados. 
A reanálise dos riscos 
poderá ser provocada 
quando organizações 
internacionais, das quais o 
país seja membro, alertarem 
para riscos ou 
desaconselharem o uso. 
Fonte: adaptado de COLUSSI (2018). 
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Essas mudanças estão sendo muito discutidas por ativistas ambientais e membros 
políticos, destacando pontos positivos e negativos. Há necessidade de mudança, pois a atual lei 
é antiga, mas deve haver um consenso entre saúde humana, saúde animal e a economia 
relacionada ao uso e comércio dos agrotóxicos.  
 
2.2. Fipronil  
O fipronil, 5-amino-1- (2,6-dicloro-R, R, -trifluoroproil) -4- (trifluorometil) 
sulfinil] pirazole-3-carbonitrilo (Figura 2), é um poderoso inseticida fenilpirazol usado na 
agricultura para controle de uma gama de pragas de insetos, principalmente em culturas de 
arroz, trigo, algodão, manga, cana-de-açúcar, milho, cereais, girassol, entre outras (BOBE et 
al., 1997). Tem sido ainda comercializado para controle de pulgas, carrapatos e piolhos em 
animais domésticos na forma de loções ou de aerossóis para controle de animais sinantrópicos, 
como baratas e mosquitos.  
Pode-se observar a venda de agrotóxicos no Brasil por agricultura. Dos produtos 
comercializados, 10% são para cana-de-açúcar, uma das agriculturas que mais se utiliza o 
pesticida fipronil. A Figura 4 representa a estrutura química complexa do fipronil. 
 
Figura 4 - Estrutura química do fipronil 
 
Fonte: ANVISA (2016). 
Sendo utilizado para controle de prestes em agricultura e conhecido em mais de 70 
países (AMARAL, 2012; ZHAO e SALGADO, 2010), sua comercialização foi suspensa na 
França, desde 2004, por causa da mortalidade das abelhas e em outros países da Europa ele 
também foi proibido pela descoberta do seu alto grau de toxicidade (OLIVEIRA, 2010). O 
fipronil é um dos inseticidas mais utilizados no Brasil para combater pragas, principalmente em 
culturas alimentícias. Estudos crônicos com ratos utilizando o fipronil mostraram alterações 
como: alterações dos hormônios da tireóide, diminuição do ganho de peso, ansiedade e 
alterações no colesterol, proteínas e cálcio (USEPA, 1996).  
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O fipronil (Regent ® 800 WG) causa a morte dos insetos mediante o bloqueio dos 
canais de cloreto mediados pelos aceptores do ácido gama amino butírico (GABA), 
promovendo paralisia, convulsões e morte (COLE et al., 1993).  
No solo o composto pode ser degradado mediante os processos de fotólise, pela 
radiação ultravioleta, e/ou degradação microbiana originando subprodutos, que muitas vezes 
são mais tóxicos do que a molécula original (CONNELLY, 2001). O dessulfinil é um dos 
metabólitos originado a partir da fotólise do fipronil (Regent ® 800 WG) que apresenta maior 
atividade toxicológica (HAINZL et al., 1996). Por ser um produto fotodegradável, ele deve ser 
protegido do sol, principalmente em na sua forma comercial.  
O fipronil (Regent ® 800 WG) é um composto altamente persistente no solo quando 
não exposto a luz (EFSA, 2006), possuindo  de baixa a moderada solubilidade em água 
(JACKSON et al., 2009), garantindo ainda mais sua  persistência no solo (RÖMBKE et al., 
2017). 
Como já citado anteriormente o destino dos agrotóxicos depende das características 
do solo, entre elas da microbiana, responsável pela sua biodegradação  
Muitos estudos já demostraram a toxicidade do fipronil para uma variedade de 
insetos (CHATON et al. 2001; KOLACZINZKI e CURTIS. 2001; TIECHER et al. 2003; 
OVERMYER et al. 2005), crustáceos (KEY et al. 2003; BEJARANO et al. 2005; KONWICK 
et al. 2005), peixes e outros invertebrados (COX, 2005).  
Roche e Tidou (2009) realizaram estudos da bioacumulação do pesticida em dois 
peixes (tilápia e peixe-gato) e um tipo de camarão do lago Taabo na Costa do Marfim, 
evidenciando biomagnificação do fipronil e outros pesticidas organoclorados na cadeia 
alimentar, das algas até os peixes. O estudo destaca que a contaminação por agrotóxicos foi 
simultânea a relatos de doenças infecciosas na população ao redor do lago. 
 Gupta et al. (2009) realizaram estudos da eficácia e da persistência dos inseticidas 
fipronil, bifentrina e indoxacarbe em frutas de quiabo da Índia. Na análise de eficácia, realizada 
através de uma quantificação por cromatografia gasosa, todos os inseticidas foram eficazes 
contra a cigarrinha e a broca-do-fruto. O fipronil foi eficaz no controle das pragas, observando-
se sua persistência nas frutas por um período de 3 dias.  
Muitos estudos realizados com o fipronil em solo detectaram que ele tem vasta 
afinidade com elevada concentração de matéria orgânica devido as suas características 
hidrofóbicas (BOBE et al., 1997; MUKHERJEE, 2006). Bobe et al. (1997) observaram que os 
fatores que alteram a absorção do pesticida no solo são temperatura; a razão de quantidade 
solo/água, a absorção aumenta quando essa razão diminui, entre outras. 
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Os pesticidas podem prejudicar os organismos não-alvo no comportamento, na 
reprodução, no ciclo de vida e indiretamente pode modificar as interações entre indivíduos e 
populações (RÖMBKE et al., 2017). 
De acordo com a Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2016), o fipronil 
pertence à classe dos inseticidas, cupinicidas e formicidas, sendo classificado 
toxicologicamente como classe II, ou seja, altamente tóxico. Sua toxicidade já foi comprovada, 
sendo proibido em diversos países da Europa. Assim, a ANVISA estabelece os valores de limite 
máximo para cada tipo de agricultura, assim como a  Food and Agriculture Organization (FAO), 
órgão das Organizações das Nações Unidas (ONU) (Tabela 2).  
 
Tabela 2 - Valores máximos permitidos para fipronil de acordo com o estabelecido pela 
ANVISA e FAO 
Culturas ANVISA (mg/kg) FAO (mg/kg) 
Algodão 0,01 - 
Arroz 0,01 0,01 
Batata 0,05 0,02 
Cana-de-açúcar 0,03 - 
Cevada 0,01 0,002 
Feijão 0,01 - 
Milho 0,01 0,01 
Soja 0,01 - 
Trigo 0,01 0,002 
   Fonte: ANVISA (2016) e FAO (2003). 
De acordo com Coutinho et al. (2005), o fipronil em condições aeróbias é 
degradado lentamente.   
Estudos relatam a dificuldade da biodegradação de pesticidas no solo. Parâmetros 
ambientais que aceleram a atividade e o funcionamento microbiano são desejáveis para uma 
degradação bem-sucedida, esses fatores incluem: textura do solo, pH, aeração, temperatura e 
atividade catabólica (HUSSAIN et al., 2016). 
Sendo o solo o compartimento destino dos pesticidas, sua qualidade tem sido 
frequentemente e crescentemente afetada, de modo a causar o desequilíbrio nos serviços 
ecossistêmicos. 
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2.3. Qualidade do solo: aspectos biológicos e Enchytraeus crypticus como 
bioindicador 
Com os impactos decorrentes do uso inadequado do solo e aumento excessivo da 
aplicação de agrotóxicos, tem levado nos últimos anos a mudanças na concepção do uso e 
recuperação do mesmo, baseado nos processos de utilização natural e sustentável. 
O conceito de qualidade do solo surgiu na década de 70 e durante alguns anos ficou 
associado à fertilidade (KARLEN et al., 2003), presumindo que a qualidade do solo estava 
somente ligada a capacidade de produção agrícola. Porém, há alguns anos, percebeu-se que o 
conceito compreende o equilíbrio entre os parâmetros geológicos, hidrológicos, físicos e 
biológicos (BRUGGEN e SEMENOV, 2000; SPOSITO e ZABEL, 2003).  
A qualidade do solo pode então ser avaliada em seus parâmetros físicos, químicos 
e biológicos. O indicador biológico é definido como a possibilidade de um organismo estar 
presente ou ausente, podendo ser uma espécie, planta ou animal, em determinada área. Uma 
espécie representativa da área é selecionada e as alterações observadas são um indicativo das 
condições biológicas do ecossistema (TURCO e BLUME, 1999). 
O Enchytraeus crypticus, classe Oligochaeta e família Enchytraeidae, são anelídeos 
majoritariamente terrestre que desempenham papel importante na decomposição da matéria 
orgânica do solo (DIDDEN, 1993). São organismos da mesofauna do solo, sendo 
hermafroditas, apresentando poucas cerdas sobre o corpo metamérico (DIDDEN et al., 1997). 
Geralmente incolores, tem pele lisa e úmida que são usadas para a respiração, alcançam um 
tamanho de 2 a 40 mm (Figura 5 a e b). Na sua estrutura, parecida as de uma minhoca, possuem 
um cinturão glandular em forma de anel na cor branca chamado de clitelo (clitellum), sua pele 
é permeável à água, portanto preferem locais úmidos, sendo assim a maioria vive em camadas 
superiores do solo, entre 12 e 20 centímetros (JÄNSCH et al., 2005). Considerados organismos 
tipicamente florestais, mas são encontrados em outras regiões temperadas do mundo, 
influenciam na estrutura do solo e são de extrema importância na cadeia de alimentos do mesmo 
(RÖMBKE et al., 2017). 
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Figura 5 - Aspecto geral de Enchytraeus crypticus em cultura (a) e esquema de um anelídeo 
(b) 
 
 
                     (a) 
        Fonte: Autor, 2018. 
 
 
(b) 
Fonte: NEMAPLEX, 2018. 
 
Os enquitreídeos apresentam uma dieta baseada em 80% de micro-organismos e 
20% de matéria orgânica morta, alimentando-se de restos de plantas e de micro-organismos 
como bactérias e fungos (STANDEN, 1973; DIDDEN, 1993), sendo encontrados em solo 
úmidos, mas também podendo serem encontrados em água doce e marinha (DIDDEN, 1993). 
A maioria dos E. crypticus se reproduzem de forma sexuada, por deposição de 
óvulos e fertilização, porém existem outras formas de reprodução como partenogênese, 
autofertilização ou fragmentação, onde um indivíduo se divide em várias partes e cada umas 
dessas se regenera em novo indivíduo completo (JÄNSCH et al. 2005).  
Enquitreídeos são considerados bons indicadores da qualidade do solo, por 
atenderem a alguns requisitos importantes, como: serem identificados em diferentes 
ecossistemas para possibilitar ampla comparação; serem fáceis de cultivar em condições 
laboratoriais e de campo; exercerem papel de extrema importância no funcionamento do 
ecossistema habitado; terem ampla disponibilidade do ecossistema e ser de fácil resposta 
quando utilizados em ensaios de toxicidade (PELOSI et al. 2016). 
27 
 
  
O papel desses organismos no solo para a manutenção dos serviços ecossistêmicos 
tem sido amplamente estudado na última década (MULDER et al. 2011) por serem organismos 
que ocorrem em todos os solos do mundo com significante quantidade de oxigênio, umidade e 
nutrientes (RÖMBKE et al. 2017). 
Os E. crypticus são de extrema importância nas funções do solo, pois mantem a 
estrutura do mesmo e sua porosidade, principalmente quando as minhocas não estão em 
números consideráveis no ambiente (RÖMBKE et al. 2017). 
Os enquitreídeos tem sido amplamente utilizado em testes de toxicidade do solo. 
Novais et al. (2010) realizaram três testes utilizando Enchytraeus albidus, analisando a 
toxicidade de vários pesticidas para o organismo em solo natural. Os autores avaliaram efeitos 
sobre a sobrevivência e a reprodução, investigando se a resposta dos organismos a diferentes 
substâncias tóxicas pode ser agrupada nas respectivas classes químicas. Os pesticidas 
selecionados foram os herbicidas fenmedipham e atrazina; os fungicidas carbendazim e 
pentaclorofenol; e os inseticidas dimetoato e lindano. Todos os pesticidas testados causaram 
efeitos na sobrevivência e reprodução de E. albidus e os compostos que apresentaram maior 
toxicidade foram carbendazim, dimetoato e atrazina. As concentrações do efeito não eram 
dependentes da classe química. Em geral, a sobrevivência e a reprodução apresentaram padrões 
de resposta semelhantes. 
Römbke (2003) propôs um teste conhecido como Enchytraeid Reproduction Test 
(ERT) ou Teste de Reprodução de Enchytraeus, teste este validado nacional e 
internacionalmente e atualmente padronizado pelas Normas ISO (2002) e OECD (2003). Nos 
testes utilizou-se Enchytraeus albidus com o objetivo de avaliar a importância que esses 
organismos representam na ecotoxicologia terrestre. No total, participaram vinte e nove 
laboratórios governamentais, acadêmicos e do setor privado de quinze países. Vinte e cinco 
produtos químicos foram testados no ERT, incluindo fungicidas, metais e outros, nos anos de 
1997 a 2002 por vários autores diferentes. Quase todos os resultados dos testes revelaram 
valores de EC10 menores que o respectivo valor NOEC (no observed effect concentration), ou 
seja, concentração de efeito não observado. Além disso, os dados provaram que, em geral, os 
enquitreídeos são menos sensíveis do que as minhocas ou colêmbolos e indicaram que eles são 
úteis como organismos de teste ecotoxicológico, bem como para a avaliação da qualidade do 
solo. 
Leitão et al. (2014) realizaram ensaio ecotoxicológico com três pesticidas, 
azoxistrobina, clorotalonil e etopropas utilizando três espécies não-alvo: Folsomia candida, 
Eisenia andrei e E. crypticus, em solo natural. O fungicida azoxistrobina apresentou maior 
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toxicidade para as minhocas (EC50 = 42,0 mg/Kg de solo), os colêmbolos apresentaram as taxas 
mais sensíveis em termos de efeitos subletal de clorotalonil com EC50 de 31,1 mg/Kg de solo, 
seguido pelas minhocas com CE50 de 40,9 mg/Kg de solo. Os enquitreídeos foram os menos 
sensíveis das três espécies testadas para efeitos a longo prazo, com valor EC50 de 68, mg/Kg de 
solo. Eles foram afetados pelos três produtos químicos em comparações, com os valores de 
EC50 de 2,46 e 2,83 × 10
-4 mg/Kg de solo para azoxistrobina e etoprofos, respectivamente, que 
é aproximadamente metade do clorotalonil (4,25 x 10-4 mg/Kg de solo). 
Os testes multigeracionais tem sido realizado para verificar a influência dos fatores 
abióticos na reprodução e densidade populacional dos organismos bioindicadores. Menezes-
Oliveira et al. (2013) realizaram estudo sobre a interação da densidade de organismos e 
exposição ao cobre (Cu), avaliando duas gerações utilizando E. crypticus. Essa interação 
mostrou que a densidade teve impacto na população e no crescimento individual, mas a 
interação entre densidade e a toxicidade do Cu não foi significante. Porém, os resultados 
mostraram que a interação entre densidade e Cu foi significativa na reprodução na segunda 
geração, mostrando menor toxicidade para maior densidade de organismo, enquanto na 
primeira geração ocorreu o oposto. Houve interação também ao longo da primeira geração para 
a segunda geração, ou seja, animais com densidade 50 na primeira geração quando expostos a 
densidade 50 na segunda geração apresentaram menor toxicidade de Cu em comparação ao 
período de exposição posterior a densidade 10, mostrando que toxicidade ao longo das gerações 
podem ser diferentes dependendo da densidade. 
Estudo multigeracional foi realizado por Lock e Janssen (2002) avaliando a 
exposição ao zinco, cádmio, cobre e chumbo para duas gerações subsequentes para Enchytraeus 
albidus. Os metais foram adicionados juntos ao solo, no momento do ajuste da umidade. 
Realizou-se a quantificação dos metais no início e no final do teste, mediante espectrometria de 
absorção atômica de chama. Após três semanas de exposição, os adultos foram removidos e os 
organismos sobreviventes foram fixados com etanol, corados com rosa de Bengala e 
quantificados. Decorridos três semanas de exposição, os juvenis foram quantificados. Após o 
teste de reprodução de 42 dias (geração inicial), a primeira geração foi transferida para o solo e 
exposta a mesma concentração de metal da geração inicial. Quando a primeira geração chegou 
à maturidade, ou seja, depois de aproximadamente três meses, esses organismos foram usados 
para dar continuidade aos testes. Desta forma, os organismos foram expostos à mesma 
concentração de metal por mais de uma geração. A EC50 de 42 dias de geração inicial e da 
primeira geração de Enchytraeus albidus foi de 130 e 58 mg / kg de peso seco, respectivamente. 
Estes resultados indicaram que o cádmio tem maior efeito sobre a reprodução de E. albidus, o 
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que seria esperado no teste de reprodução de 42 dias. Consequentemente, os dados obtidos com 
esta espécie e o procedimento de teste crônico podem ser considerados como ecologicamente 
relevantes para exercícios de risco ambiental e derivação padrão de qualidade do solo.  
Considerando a variabilidade dos dados de toxicidade do metal relatados na literatura, conclui-
se que o ensaio de duas gerações não aumentou acentuadamente a sensibilidade do teste padrão 
de E. albidus para os metais testados.  
Barmentlo et al. (2017) realizaram estudo com o objetivo de avaliar os efeitos do 
aumento da temperatura e da diminuição da umidade do solo na toxicidade de múltiplas 
gerações dos E. crypticus em solo contaminado por resíduos de metais. Os organismos foram 
expostos a várias concentrações de metais em mg/kg: 640 (As), 21 (Cd), 9 (Co), 180 (Cu), 3000 
(Mn), 16 (Ni), 6100 (Pb) e 8100 (Zn); temperatura do ar de 20 e 25°C; e teor de umidade do 
solo (50 e 30% da capacidade de retenção de água do solo) sobre três gerações. Os resultados 
obtidos no teste de toxicidade indicaram que o aumento da temperatura e do teor de umidade, 
influencia no tempo de geração dos organismos, ou seja, quanto maior a temperatura e umidade, 
menor é o tempo de geração. 
Em meados de 2004 o fipronil (Regent ® 800 WG) foi proibido na França e em 
vários países da Europa, acusado de provocar a mortalidade das abelhas, inseto primordial para 
polinização, e por acelerar a perda da biodiversidade local, porém, no Brasil o contaminante é 
utilizado de forma descontrolada podendo atingir organismos não-alvo. 
Diante da importância desses agrotóxicos e de sua vasta utilização no Brasil, é 
necessário verificar o impacto do fipronil (Regent ® 800 WG) no solo. O teste multigeracional, 
proposto nesse trabalho, irá avaliar o efeito do fipronil (Regent ® 800 WG) na reprodução e 
nas gerações dos enquitreídeos, garantindo que o contaminante ficará exposto no ciclo de vida 
completo do E. crypticus.  
 
2.4. Biodegradação do fipronil em solo 
Avaliar o comportamento ambiental de um agrotóxico é de suma importância, pois 
pode-se prever assim como minimizar as contaminações dos recursos naturais (IBAMA, 2010). 
A avaliação da degradabilidade de um agrotóxico tem como função, verificar o grau de 
persistência do mesmo no solo. Seu destino está diretamente relacionado às características 
físico-químicas da molécula, assim como de fatores como umidade, temperatura e tipo de solo, 
microbiota e condições ambientais (WANG et al., 2010). 
O fipronil se degrada lentamente mediante oxidação, hidrólise (meio alcalino) ou 
redução. Em solo argilo-arenoso o fipronil possui meia vida de 122-128 dias e de 3-7 meses em 
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outros tipos de solo (USEPA, 1996; BOBE et al., 1998; TINGLE et al., 2003). O composto 
sofre fotodegradação quando exposto a luz e sua meia vida em solo argiloso é de 34 dias (NPIC, 
2018).  
O fipronil possui alta degradabilidade no solo, principalmente por fotodegradação, 
entretanto, esta via de degradação pode geral subprodutos mais tóxicos do que a própria 
molécula original (CONNELLY, 2001). 
A Figura 6 expressa as rotas de degradação do fipronil no solo e na água. 
 
Figura 6 – Rotas de degradação do fipronil no ambiente. 
 
Fonte: Adaptado de Bodé et al., (1998). 
 
 Estudos foram realizados avaliando a biodegradação do fipronil no solo. Scorza 
Junior e Franco (2013) avaliaram a influência da temperatura e umidade na degradação do 
fipronil em solo do Mato Grosso e concluíram que, para Latossolo Vermelho Distroférrico 
típico (LVdf), a meia vida do composto foi de 19-47 dias e que o aumento da temperatura e da 
umidade aceleram a degradação do mesmo, avaliando-o como agrotóxico de baixa e média 
persistência.  
Masutti e Mermut (2007) estudaram a biodegradação do fipronil em solos de 
canaviais em Pernambuco no Nordeste do Brasil. As comunidades microbianas presentes no 
solo degradam o composto, porém, a biodegradação parece depender da biodisponibilidade do 
fipronil e da meia-vida. A degradação do fipronil variou de 83 dias a 200 dias. Essa taxa inicial 
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mais lenta seguida de uma taxa mais rápida após 90 dias de incubação pode levar a uma meia 
vida mais curta. 
A degradação microbiana do fipronil foi avaliada por Mandal et al. (2013). Os 
autores isolaram Bacillus firmus de amostras de solo coletadas de campos de cultivo de cana de 
açúcar com histórico conhecido de uso de pesticidas e avaliaram a metabolização do fipronil 
em solo franco-argiloso. O B. firmus foi capaz de biodegradar o fipronil, porém, apenas no solo 
em que haviam concentrações mais altas do mesmo. Sendo assim, a biodegradação foi 
dependente da concentração. No processo de biodegradação observou-se a geração dos 
metabólitos: sulfureto de fipronil, (principal metabólito encontrado), seguido de fipronil sulfona 
e fipronil amida. 
Zhu et al. (2004) avaliaram a biodegradação microbiana para determinar a taxa de 
degradação do fipronil e seus metabólitos, comparando dois solos, argiloso estéril e não estéril. 
No solo argiloso não estéril a meia vida do composto foi de 9,75 e 8,78 a 25 e 35ºC 
respectivamente, e no solo estéril de 33,51 e 32,07 dias a 25 e 35ºC. Essa degradação resultou 
no metabólito sulfeto (MB45950) pela redução do dessulfinil. 
O processo de biodegradação de um agrotóxico no solo pode ser avaliado mediante 
a técnica de respirometria, no qual pode-se quantificar o consumo de oxigênio (O2) ou a geração 
de gás carbônico (CO2). O ensaio respirométrico tem como principal objetivo determinar o 
tempo de estabilização de xenobiótiocos inserido no solo e identificar a toxicidade ou não do 
composto ao micro-organismo, mediante a taxa de respiração de micro-organismos presentes 
no solo (NUVOLARI, 1996).  
Estima-se que 99% das espécies de bactérias que estão presentes no solo são viáveis 
mas não cultiváveis, ou seja, não pode ser extraído, isolado e cultivado em laboratórios 
(GEERDINK et al., 2002). Sendo assim, a melhor forma de realizar a respirometria é utilizando 
solo natural.  
A lenta biodegradação do fipronil em solo pelo método de respirometria de Bartha 
e Pramer foi avaliada por Ferreira et al. (2016), também reafirmando a alta toxicidade do 
inseticida. 
O respirômetro desenvolvidos por Bartha e Pramer (1965) pode ser utilizado tanto 
para avaliar a tratabilidade de resíduos, quanto para inferir a atividade microbiana, frente a um 
composto orgânico de origem antropogênica. 
O método de respirométrico (OEDC, 2002) pode estimar a taxa de aplicação ótima 
de um determinado composto e também o tempo de adequação do mesmo. Essas descobertas 
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são importantes para desenvolver melhorias nas técnicas de manejo do solo (FIÚZA e VILA 
2004; MONTAGNOLLI et al. 2009; WU et al. 2004). 
Ensaios de toxicidade e biodegradação estão interligados, pois a biodegradação 
avalia se o composto degradado teve sua toxicidade reduzida, aumentada ou inalterada (mesma 
(CRUZ et al. 2014; GYURICZA et al. 2010; HUBÁLEK et al. 2007; SOBRERO e RONCO, 
2004). 
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3. OBJETIVO 
3.1. Objetivo geral 
 
A proposta desse trabalho é avaliar o comportamento do inseticida fipronil na sua 
formulação comercial Regent ® 800 WG em solo natural.  
 
3.2. Objetivo específico 
 Avaliar a toxicidade do inseticida fipronil, na sua formulação comercial Regent 
® 800 WG em solo natural utilizando o bioindicador Enchytraeus crypticus 
mediante ensaio toxicológico multigeracional analisando 2 gerações; 
 Avaliar o comportamento de fuga (Avoidance) de Enchytraeus crypticus em 
solo contaminado com fipronil (Regent ® 800 WG); 
 Avaliar a atividade microbiana do solo contaminado com fipronil, mediante a 
técnica de respirometria de Bartha e Pramer. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. MATERIAIS 
 
4.1.1.  Organismo teste 
O organismo-teste Enchytraeus crypticus (classe Oligochaeta, família 
Enchytraeidae) foi utilizado para avaliar a toxicidade do fipronil (Regent ® 800 WG) no solo. 
Os organismos estão em cultivo no Laboratório de Ecotoxicologia de Solos (LAECOS) da 
Faculdade de Tecnologia - Unicamp.  
 
4.1.2. Cultivo de E. crypticus 
Os organismos são cultivados em ágar nutritivo, seguindo a norma ABNT – NBR 
16387 (2012), constituído de 13,9 gramas de ágar bacteriológico; 6 ml de solução 0,1M de 
NaHCO3; 6,4 ml de solução 0,001M de KCl e 772 ml de água ultrapura (para 800 ml de meio). 
O frasco de Erlenmeyer é aquecido em chapa aquecedora a temperatura de 250oC 
até que se torne translúcida. Após a completa dissolução do ágar, o meio é autoclavado a 120oC 
por 20 minutos. Após o resfriamento até 60oC adicionam-se 8 ml de solução CaCl2.2H2O e 8 
ml de MgSO4. Após o preparo, o meio é vertido em placas de Petri para solidificação. As placas 
são embaladas em papel alumínio e armazenadas sob refrigeração a 4ºC, até o recebimento das 
culturas do organismo.  
O cultivo dos E. crypticus é realizado em estufa de 20 ± 2oC com fotoperíodo de 
16h/8h (claro/escuro). Os organismos são alimentados duas vezes por semana com farinha de 
aveia e a umidade do meio é corrigida com água destilada. 
A cada três meses os organismos são transferidos para novos meios de cultivos, 
renovando a cultura e garantindo a sobrevivência da espécie.  
Para o processo de padronização dos testes e avaliação da saúde dos organismos, 
são realizados teste de sensibilidade com os mesmos utilizando ácido bórico como substância 
de referência. O ácido bórico apresenta características ideais de substância de referência, sendo 
considerado um produto quimicamente estável durante o teste (AMORIM et al, 2012). Segundo 
Zagatto e Bertoletti (2006), as substâncias de referências são utilizadas em ensaios 
toxicológicos para garantir a qualidade do estudo e avaliar se há alterações na sensibilidade dos 
organismos. Essas substâncias devem ter alto grau de pureza, ser solúvel em água e ter 
toxicidade não específica para diferentes grupos de organismos.   
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O teste de sensibilidade tem por finalidade avaliar as condições dos organismos 
cultivados, a estabilidade da cultura, sendo importante para fazer comparações com dados de 
literatura.  
 
4.1.3. Amostras de Solo 
Utilizou-se o Solo Artificial Natural (SAT), uma adaptação do solo artificial OECD 
(ABNT – NBR 16387 (2012), preparado em laboratório constituído por 72,5% de areia, 22,5% 
de caulim e 5% de fibra de coco.  
Realizou-se teste de toxicidade com o solo SAT como controle para fins de 
comparação com o solo natural, descartando desta forma, qualquer influência das características 
físico químicas do mesmo.  
A utilização de solo SAT como substrato para adição de substâncias tóxicas é um 
procedimento padrão utilizado em testes de toxicidade com organismos edáficos, com o 
objetivo de eliminar qualquer interferente externo (BIANCHI, 2013).  
Utilizou-se ainda solo natural tropical nos testes de toxicidade, coletado no campus 
da Universidade de São Paulo (USP), localizado no município de Itirapina/Broa, SP. A escolha 
deste solo foi baseada na localização do mesmo, por ser uma área sem grande circulação de 
pessoas, preservada e por ser um solo com características físicas e químicas conhecidas. 
 
Tabela 3 – Características físico-químicas do solo natural tropical (Broa) 
Parâmetros Solo Natural Tropical (Broa) 
pH (H2O) 5,52 
pH (KCl) 5,94 
Matéria Organica (%) 11,06 
Capacidade de Retenção Hidrica (%) 69,8 
Capacidade de troca catiônica (meq/100g) 3,52 
Granulometria (%) 
Argila 
Silte 
Areia 
Areia fina 
Areia média 
Areia grossa 
 
35 
21  
- 
22  
20 
2 
 
 
 
 
 
36 
 
  
4.1.4. Fipronil (Regent ® 800 WG) 
O fipronil utilizado neste estudo é a molécula em sua formulação comercial Regent 
® 800 WG, da BASF, registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – 
MAPA sob nº 005794, que apresenta em sua composição 80% de fipronil e 20% de ingredientes 
inertes, empregado no controle de pragas agrícolas.  
O produto foi adquirido comercialmente com peso líquido de um quilograma, sob 
LOTE: 021-16-05760. Data de fabricação: abril de 2016. Validade: abril de 2020. 
 
4.1.5. Equipamentos e vidrarias 
Foram utilizados equipamentos e vidrarias usuais de laboratório de Microbiologia, 
do Laboratório de Ecotoxicologia do Solo e Laboratório de Análises Físico-químicas.  
 
4.2. MÉTODOS 
4.2.1. Teste de sensibilidade 
Para o teste de sensibilidade utilizou-se o solo SAT, que foi contaminado com as 
seguintes concentrações do ácido bórico: 25,0; 50,0; 100,0; 200,0; e 400,0 mg/kg. Contaminou-
se aproximadamente 150 gramas de solo para cada concentração utilizada, visando quantidade 
suficiente para 30 g de solo em cada réplica (4 réplicas para cada concentração), para os 
controles (4 réplicas) e uma quantidade de solo para análise do pH no início e no fim do teste.  
Em cada réplica adicionou-se 10 E. crypticus clitelados, que ficaram expostos ao 
contaminante durante 21 dias, a temperatura de 20 ± 2ºC, alimentados uma vez por semana com 
farinha de aveia e fotoperíodo de 16h:8h (luz/escuro). A umidade foi verificada semanalmente, 
e corrigida quando necessário. Decorridos os 21 dias, adicionou-se álcool etílico comercial e o 
corante rosa de bengala ao solo com os organismos, após 12 ou 24 horas depois iniciou-se a 
contagem dos mesmos. O teste foi realizado de acordo com a NBR-ISO 16387/2012 com 
algumas adaptações. 
 
4.2.2. Contaminação do solo 
O solo foi contaminado com 5 concentrações do inseticida fipronil (Regent ® 800 
WG), sendo estas definidas de acordo com a concentração recomendada pelo fabricante para o 
uso na agricultura. Definiu-se duas concentrações abaixo e duas concentrações acima da 
recomendada, sendo elas: 1,3 mg/kg (dose recomendada), 0,65 mg/kg (metade da dose 
recomendada), 0,32 mg/kg (um quarto da dose recomendada), 2,6 mg/kg (o dobro da dose 
recomendada) e 5,2 mg/kg (quatro vezes a dose recomendada).  
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A contaminação foi realizada apenas no começo do teste (Figura 7) em quantidade 
de solo suficiente para avaliar as demais gerações, garantindo assim a estabilidade durante todo 
o teste multigeracional.  
Contaminou-se aproximadamente 630 gramas de solo, visando quantidade 
suficiente para 30 g de solo em cada réplica (4 réplicas de cada concentração testada), para os 
controles (4 réplicas), além de uma quantidade de solo para a quantificação de bactérias 
heterotróficas e fungos e a quantificação do fipronil (Regent ® 800 WG). 
 
4.2.3. Teste de toxicidade Multigeracional 
Realizou-se o teste multigeracional que consistiu em expor 10 organismos adultos 
clitelados durante 21 dias ao fipronil (Regent ® 800 WG) de acordo com a norma ABNT – 
NBR 16387 (2012) em duas gerações de Enchytraeus crypticus. Assim, decorridos os 21 dias 
do primeiro teste, foram separados dos 10 organismos juvenis sobreviventes de cada 
concentração e réplica e transferidos para novo teste (Figura 7), nas mesmas concentrações de 
fipronil (Regent ® 800 WG) e condições do teste e assim sucessivamente, por 2 gerações. 
Após 21 dias do início do 1º teste, os organismos foram retirados em duas etapas 
(G1 e G2), uma para recuperação dos dez organismos juvenis, que deram continuidade ao 
experimento e a outra para a quantificação do número total de organismos sobreviventes. O 
primeiro passo foi transferir uma porção de solo para um recipiente com água destilada e usando 
microscópio estereoscópio, coletou-se 10 organismos juvenis com aproximadamente o mesmo 
tamanho e transferiu-se para a próxima etapa do teste (1ª geração). No segundo passo, o restante 
do solo foi colocado em outro recipiente com água de torneira e fixado com álcool etílico 
comercial. O mesmo foi corado com rosa de Bengala para quantificação após pelo menos 12 
horas, de acordo com a metodologia usual para a contagem dos organismos (ABNT, 2012).  
Os 10 juvenis resultantes do primeiro teste, separados com aproximadamente o 
mesmo tamanho, foram utilizados para fazer o teste da primeira geração nas mesmas condições 
do primeiro teste, e avaliados após 6 semanas, pois segundo estudos, a primeira semana são 
colocados ovos pelos organismos; a terceira semana ocorre a incubação de ovos/juvenis; e a 
quinta semana são formados os juvenis sexualmente maduros. Assim, o período de 6 semanas 
foi selecionado realização do teste da primeira geração de acordo com Menezes-Oliveira et al. 
(2013). Ao final do período do 2º teste, realizou-se o mesmo procedimento para o teste da 
segunda geração.   
Durante os testes de toxicidade os organismos foram alimentados uma vez por 
semana com farinha de aveia, mantidos a temperatura de 20 ± 2oC e fotoperíodo de 16h:8h 
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10 org juvenis 
(luz/escuro), verificando-se a umidade semanalmente, e corrigida quando necessário. O solo 
contaminado inicialmente foi mantido nas mesmas condições de temperatura e luz que os testes 
geracionais.   
 
 
Figura 7 – Fluxograma da contaminação do solo e introdução dos organismos 
clitelados em cada geração 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.4. Quantificação de fungos e bactérias heterotróficas 
Para a quantificação de fungos e bactérias heterotróficas realizou-se o 
plaqueamento Pour Plate, baseada na norma CETESB (2006), no início do teste 
multigeracional e no fim do mesmo teste. 
No começo do teste, pesou-se 10 gramas do mesmo solo utilizado no teste 
multigeracional e 10 gramas da areia utilizada para fazer o SAT.  
Ao final do teste multigeracional (2 gerações), armazenou-se quantidade do solo 
natural tropical da menor concentração (0,32 mg/kg) e da maior concentração (5,2 mg/kg), 
assim como quantidade de solo SAT, suficientes para a quantificação de bactérias hetrotróficas 
e fungos, semelhante ao realizado no início, para fins de comparação entre o início e o final do 
teste de toxicidade multigeracional. 
10 org juvenis 
Exp.1 
G1 
G2 
Solo contaminado 
10 org clitelados 
30 gramas 
de solo 
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Para a quantificação utilizou-se a metodologia de diluição em série e o 
plaqueamento em triplicata em meio Sabouraud para fungos e Plate Counter Ágar (PCA) para 
bactérias heterotróficas, ambos avaliados em Unidades Formadoras de Colônia por grama de 
solo (UFC/g), em duplicata. 
  
4.2.5. Quantificação de CO2 por Respirometria de Bartha 
Baseado na OECD 307 (2002) realizou-se a quantificação da geração de CO2 pelo 
método de respirometria de Bartha e Pramer com duração de 28 dias. Primeiramente 
determinou-se a umidade do solo, pesando-se uma placa de Petri, e adicionando-se 10 gramas 
do solo a mesma. Pesou a placa com o solo, deixando-a aberta e sob luz durante o período de 1 
hora. Decorrido o período, pesou-a a mesma novamente, e verificou-se que o solo apresentava 
6% de umidade.  
Como o solo utilizado já é padronizado, e sabendo-se que sua capacidade de 
retenção de água é de 69,8%, e de acordo com a norma OECD (2002), o solo a ser colocado 
nos respirômetros devem estar com teor de água de 40 a 60% da capacidade máxima de retenção 
de água, determinou-se a umidade do solo para avaliar a atividade microbiana mediante a 
técnica de respirometria.  
O solo (50 g em base seca) foi contaminado com fipronil (Regent ® 800 WG) nas 
mesmas concentrações realizados no teste de toxicidade multigeracional. Porém, utilizou-se 
apenas a menor, a maior e a concentração recomendada (0,32; 5,2 e 1,3 mg/kg, 
respectivamente) e o teste controle, ou seja, solo sem adição de fipronil (Regent ® 800 WG), 
todos em triplicata. Os respirômetros de Bartha e Pramer foram incubados em BOD à 28 ± 2ºC 
durante o período de 28 dias.  
O CO2 gerado mediante o método de respirometria de Bartha e Pramer (1965) foi 
capturado na solução de hidróxido de potássio Solução (0,2 N KOH) localizada na parte lateral 
do respirômetro de Bartha e Pramer (Figura 8). O KOH residual foi transferido para tubos 
Falcon e a vidraria lavada com 20 ml de H2O isento de CO2 e vertida junto com o KOH, após 
a transferência, realizou-se a leitura por condutividade, quantificando-se a de produção de CO2 
em função do tempo. Após a leitura, adicionou-se novamente 10 ml de KOH para capturar o 
CO2 para a próxima leitura e realizou-se a aeração no respirômetro, garantindo desta forma 
oxigênio para o metabolismo dos micro-organismos do solo (RÉGO et al., 2014). A leitura por 
condutividade foi realizada de acordo com Rodella e Saboya (1999). 
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Figura 8 -  Esquema de um Respirometro de Bartha e Pramer 
 
Fonte: ABNT (1999). 
 
4.2.6. Teste Avoidance (teste de fuga) 
 O teste de fuga (avoidance) é utilizado com o objetivo de verificar se o organismo 
teste evita determinado local quando exposto a uma condição de estresse. Esse ensaio pode ser 
empregado em avaliação preliminar em testes de toxicidade, avaliando o deslocamento do 
organismo teste de um solo controle para um solo contaminado (NOVAIS et al., 2009). O solo 
foi contaminado nas mesmas condições e concentrações das utilizados no teste multigeracional 
e de acordo com a norma ABNT – NBR 16387 (2012). Realizou-se o teste de fuga em 
recipientes de plástico de aproximadamente 10 centímetros de diâmetro, em 5 réplicas para 
cada tratamento (figura 9).  
Com uma lâmina de vidro reparou-se o recipiente ao meio e colocou-se 50 gramas 
de solo, sendo 25 gramas solo controle e 25 gramas de solo contaminado com o fipronil (Regent 
® 800 WG) nas concentrações já citadas. De um lado da lâmina adicionou-se 25 g de solo 
controle e do outro lado 25 g do solo contaminado, respeitando as concentrações. Em seguida 
a lâmina foi removida com cuidado e adicionado 10 enquitreídeos clitelados na linha de contato 
entre os dois solos. Como controle, preparou-se 5 réplicas em recipiente apenas com solo sem 
adição do contaminante, denominado de “controle duplo”, ou seja, ambos os lados foram 
adicionados apenas o solo controle.  Os recipientes foram fechados com dois pequenos orifícios 
na tampa e mantidos durante o período de 48 horas a 20 ± 2ºC e fotoperíodo de 16h/8h 
(claro/escuro). Decorrido o período da exposição, adicionou-se novamente a lâmina no centro 
do recipiente, separando os dois solos em recipientes diferentes. Após acrescentou-se ao solo 
álcool etílico comercial e gotas do corante rosa de bengala, após 24 horas realizou-se a 
quantificação dos organismos para a verificação da sua localização. 
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Figura 9 - Teste de fuga (avoidance) realizado em laboratório com duração de 48 horas e 
fotoperíodo de 16h/8h (luz/escuro) 
 
 
4.2.7. Análise dos resultados 
As análises de variância (ANOVA) foram realizados no programa STATISTICA 7 
através do teste de Levene’s (p<0,05). Para análise de Concentração de Efeito (CE50) utilizou-
se regressões lineares também realizados no programa STATISTICA 7. 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
5.1. Resultado do teste de sensibilidade 
Realizou-se teste de sensibilidade com E. crypticus cultivados no Laecos da 
Faculdade de Tecnologia (FT) da Unicamp e utilizados no teste multigeracional. O teste de 
sensibilidade tem por finalidade avaliar as condições dos organismos, a estabilidade da cultura 
e fazer comparações com dados de literatura. A Figura 10 expressa a reprodução dos 
organismos em relação as diferentes concentrações do ácido bórico. 
 
Figura 10 – Reprodução de E. crypticus após exposição as concentrações do ácido bórico, 
durante 21 dias à temperatura de 20 ± 2ºC e fotoperíodo de 16h/8h (luz/escuro) 
 
 
Os resultados obtidos no teste de toxicidade para avaliar a sensibilidade 
identificaram EC50 de 173 mg/kg, ou seja, a concentração em que ocorreu efeito em 50% dos 
organismos. Também foi possível determinar a menor concentração de efeito observada 
(LOEC) em 200 mg/kg e o também a concentração sem efeito observado (NOEC) em 100 
mg/kg.  
Esses dados evidenciam que os organismos estavam aptos a serem utilizados nos 
testes de toxicidade, sendo verificado EC50 semelhantes se comparado com as concentrações 
de ácido bórico utilizados. Becker et al. (2010) encontraram EC50 de 220 mg/kg de solo seco 
utilizando concentrações de 1,0; 10,0; 31,6; 100,0; 133,0; 178,0; 237,0; 316,0; 422,0; 562,0; 
750,0 e 1000,0 mg/kg de solo seco.  Niemeyer et al. (2018) encontraram EC50 de 165 mg/kg de 
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solo seco utilizando concentrações de 25,0; 50,0; 100,0; 200,0 e 400,0 mg/kg, as mesmas 
concentrações utilizadas nesse ensaio de sensibilidade, evidenciando que os organismos estão 
em condições de serem testados, pois os EC50 estão em valores aproximados. 
  
 
5.2. Resultado do teste de toxicidade Multigeracional 
Avaliou-se a exposição de E. crypticus ao pesticida fipronil (Regent ® 800 WG) 
durante o período de 21 dias a temperatura de 20 ± 2ºC, durante 2 gerações.  As Figuras 11, 12 
e 13 expressam o número de organismos após sua exposição ao fipronil (Regent ® 800 WG) 
ao final do primeiro teste de toxicidade e ao final de cada geração avaliada (G1 e G2). 
 
Figura 11 – Resultados da quantificação do número de organismos expostos ao fipronil (Regent 
® 800 WG) durante 21 dias, a temperatura de 20 ± 2ºC e fotoperíodo de 16h/8h (teste 1) 
 
 
Os resultados obtidos neste primeiro ensaio demonstraram que os Enchytraeus 
crypticus não foram sensíveis quando exposto ao inseticida fipronil (Regent ® 800 WG) nas 
concentrações testadas, visto que não houve diferença significativa, ou seja, a variância é 
homogênea (Levene’s p > 0,05) na reprodução dos organismos entre a concentração mais alta 
(5,2 mg/kg) e a mais baixa (0,32 mg/kg) da concentração do fipronil (Regent ® 800 WG) 
testadas.  
Diante dos resultados obtidos na quantificação dos organismos decorridos os 21 
dias de exposição, não foi possível determinar EC50 e EC20 na análise estatística utilizando o 
programa STATISTICA 7, sendo possível determinar a Menor Concentração de Efeito 
Observado (LOEC) de 0,32 mg/ Kg. Os resultados indicaram ainda que o solo não foi um 
44 
 
  
interferente na reprodução dos organismos, pois não houve diferença significativa na 
reprodução dos organismos nos dois tipos de solo utilizados como controle: o SAT e o solo 
natural tropical (Broa). 
 
 
Figura 12 - Resultados da quantificação do número de organismos da primeira geração (G1) 
expostos ao fipronil (Regent ® 800 WG) durante 63 dias, a temperatura de 20 ± 2ºC e 
fotoperíodo de 16h/8h 
 
Os resultados obtidos com organismos da primeira geração demonstraram que os 
enquitreídeos Enchytraeus crypticus não foram sensíveis quando expostos ao inseticida fipronil 
(Regent ® 800 WG) nas concentrações testadas, assim como observado no primeiro teste, visto 
que não houve diferença na reprodução dos organismos entre as concentrações testadas, ou seja, 
a variância entre as concentrações testadas é homogênea (Levene’s p > 0,05). 
Notou-se que houve comportamento típico de uma curva dose-resposta, onde 
quanto mais elevada a concentração do fipronil (Regent ® 800 WG), menor a reprodução dos 
organismos. Observou-se esse comportamento até a concentração de 2,6 mg/kg de solo seco, e 
na concentração de 5,2 mg/kg ocorreu aumento significativo da reprodução dos organismos. 
Entretanto, houve diferença na reprodução, quando comparada à exposição dos grupos controle 
(SAT e BROA), sabendo que este remete as condições ideais de reprodução do organismo. 
Com os resultados obtidos na quantificação dos organismos decorridos os 63 dias 
de exposição (G1), foi possível determinar a EC50 de 4,7 mg/kg mediante análise estatística 
utilizando o programa STATISTICA 7. Determinou-se a Menor Concentração de Efeito 
Observado (LOEC), na concentração de 0,65 mg/Kg e a Concentração de Efeito Não Observado 
(NOEC), na concentração de 0,32 mg/ Kg. Os resultados indicaram ainda que o solo não foi 
um interferente na reprodução dos organismos, pois não houve diferença significativa na 
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reprodução dos organismos nos dois tipos de solo utilizados como controle: o SAT e o solo 
natural tropical Broa. 
Nessa geração (G1) foi possível observar que os organismos tinham um 
comportamento de fuga dos potes. Em todas as concentrações, muitos deles ficavam aderidos 
nas paredes e mais perto da tampa. Esse comportamento pode significar uma tentativa de fugir 
do solo contaminado, evidenciando a fuga do solo contaminado.    
Zortéa et al. (2018) avaliaram o efeito do fipronil (Regent ® 800 WG) e de 
compostos fitoterápicos a base de nim (Azadiractha indica) na forma de extrato de nim e torta 
de nim, sobre de minhocas Eisenia andrei, enquitreídeos Enchytraeus crypticus e colêmbolos 
F. candida, em Latossolo Vermelho distrófico (LVd) e SAT. Os autores utilizaram a substância 
Top Line - Merial®, um fármaco comercial do fipronil. As concentrações utilizadas foram de 
0; 0,25; 0,50; 1; 2 e 5 mg kg-1. Realizou-se um teste de reprodução com E. crypticus de 28 dias 
(pois os organismos testados apresentavam curto ciclo reprodutivo e tamanho pequeno). Zortéa 
et al, (2018) observaram que o fármaco do fipronil foi menos tóxico para enquitreídeos e 
minhocas e mais tóxicos para colêmbolos. Oliveira (2017) avaliando a toxicidade do fipronil, 
evidenciou que os colêmbolos foram mais sensíveis ao pesticida fipronil, quando utilizou as 
mesmas concentrações testadas no presente estudo. Zortéa et al. (2018) não encontrou EC50 
para E. crypticus na presença do fármaco comercial do fipronil, assim como não foi possível 
encontrar EC50 na G0 e G2 nesse trabalho. 
  
Figura 13 -  Resultados da quantificação do número de organismos da segunda geração (G2) 
expostos ao fipronil (Regent ® 800 WG) durante 105 dias, a temperatura de 20 ± 2ºC 
 
Os resultados obtidos na segunda geração (G2) demonstraram que os enquitreídeos 
Enchytraeus crypticus não foram sensíveis à exposição do inseticida fipronil (Regent ® 800 
WG) nas concentrações testadas, assim como observado no primeiro teste e na primeira 
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geração, porém em G2 ocorreu aumento do número de organismos, ultrapassando os valores 
do grupo controle. Houve efeito no tratamento (Levene’s p < 0,05), porém o efeito não foi o 
esperado, já que a maior concentração do contaminante estimulou a reprodução, em relação ao 
primeiro teste, a G1 e ao grupo controle da G2. Entretanto, neste teste no grupo controle com o 
SAT, nota-se elevado aumento do número de organismos se comparado com teste anteriores 
(primeiro e G1). Esse aumento pode ser explicado observando-se os resultados da quantificação 
elevada de bactérias e fungos do solo, apresentados no item 5.3. Umas das fontes de alimento 
dos E. crypticus são micro-organismos como bactérias e fungos, com dieta baseada em 80% de 
micro-organismos (STANDEN, 1973; DIDDEN, 1993).  
Nessa última geração (G2) ocorreu comportamento atípico, pois na maior 
concentração do fipronil (Regent ® 800 WG) encontrou-se mais organismos do que nas outras 
concentrações. Com os resultados obtidos na quantificação dos organismos decorridos os 105 
dias de exposição, não foi possível determinar EC50 e EC20. Os resultados indicaram que nessa 
geração o solo foi um interferente na reprodução dos organismos, pois houve diferença 
significativa na reprodução dos organismos nos dois tipos de solo utilizados como controle: o 
SAT e o solo natural tropical Broa. 
Em G2 foi possível observar que os organismos eram muito menores do que os 
encontrados no teste inicial e G1, com ausência de organismos maiores, bem menor do que das 
gerações anteriores, sugerindo que provavelmente os Enchytraeus crypticus se reproduziram 
através de casulos para proteger os filhotes e por isso ocorreu um aumento na reprodução dos 
organismos na maior concentração. Sendo assim, nas próximas gerações os organismos irão 
morrer.  
Gonçalves et al. (2017) relata que a densidade de organismos em um mesmo 
ambiente pode afetar o tamanho e o crescimento dos mesmos, ou seja, quando a quantidade de 
organismos for elevada, o seu desenvolvimento é afetado, com a redução do tamanho. 
Há algumas evidencias que relatam que a interação com a densidade pode variar 
com o aumento da concentração do contaminante, ou seja, quanto maior a concentração do 
contaminante maior a densidade populacional de organismos (LINKE-GAMENICK et al., 
1999). Menezes-Oliveira et al. (2013) relatam a respeito da relação entre densidade de 
organismo e toxicidade do contaminante, quanto maior a densidade de organismos menor a 
toxidade, o que pode ser observado na última geração (G2), onde na maior concentração do 
fipronil (Regent ® 800 WG) (5,2 mg/kg) foram quantificados mais organismos do que a grupo 
controle. Essa relação pode ocorrer pois quando os organismos estão aglomerados diminui-se 
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sua exposição ao contaminante, assim há menos solo contaminado disponível por indivíduo, 
portanto menos exposição. 
Estudos apontam que o fipronil, apesar de ser muito tóxico para peixes e 
invertebrados aquáticos, apresenta uma tendência para se ligar-se ao sedimento, com menor 
toxicidade para minhocas e micro-organismos do solo (NPIC, 2004), porém atualmente o 
inseticida é considerado tóxico para todos os organismos.  
Vários estudos evidenciaram que os enquitreídeos são mais resistentes a compostos 
potencialmente tóxicos quando comparados com outros indicadores terrestres, como por 
exemplo o colêmbola Folsomia candida, inclusive em testes utilizando a mesma formulação 
comercial do fipronil (Regent ® 800 WG) (OLIVEIRA, 2017). 
De Lima e Silva (2017) relatam sobre a menor sensibilidade dos E. crypticus em 
relação as minhocas e outros animais terrestres. 
Os resultados também indicam que toxicidade sofreu alteração ao longo das 
gerações e que não houve mortalidade dos E. crypticus, enfatizando sua resistência comparada 
com outros organismos de solo. 
 
Nas Figuras 14 a 20 pode-se verificar as diferenças obtidas entre as concentrações 
comparando as gerações.  
 
Figura 14 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo controle SAT no teste inicial, 
primeira (G1) e segunda Geração (G2) 
 
Na Figura 14 nota-se que na última geração (G2) a reprodução foi mais acentuada, 
ocorrendo aumento significativo de organismos, provavelmente ocasionado pela 
disponibilidade de alimento, evidenciado pela quantificação de bactérias heterotróficas e fungos 
detectados no final do teste multigeracional.    
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Figura 15 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo natural tropical controle (Broa) 
no teste inicial, primeira (G1) e segunda Geração (G2) 
 
No solo controle Broa também houve diferença na quantificação dos organismos 
em relação as gerações. Observa-se aumento na última geração (G2), porém não muito 
expressivo quanto no controle SAT. 
 
Figura 16 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo natural tropical contaminado com 
fipronil (Regent ® 800 WG) na concentração de 0,32 mg/kg de solo seco no teste inicial, 
primeira (G1) e segunda Geração (G2) 
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Figura 17 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo natural tropical contaminado com 
fipronil (Regent ® 800 WG) na concentração de 0,65 mg/kg de solo seco no teste inicial, 
primeira (G1) e segunda Geração (G2) 
 
Nas concentrações de 0,32 e 0,65 mg/kg de solo seco (Fugira 16 e 17, 
respectivamente) observa-se que não houve alteração entre as primeiras gerações (G0 e G1). 
Porém, como observado na Figura 16 a última geração (G2) mostrou aumento significativo no 
número de organismos.  
 
Figura 18 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo natural tropical contaminado com 
fipronil (Regent ® 800 WG) na concentração de 1,3 mg/kg de solo seco no teste inicial, primeira 
(G1) e segunda Geração (G2) 
 
 
 
 
 
 
 
50 
 
  
Figura 19 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo natural tropical contaminado com 
fipronil (Regent ® 800 WG) na concentração de 2,6 mg/kg de solo seco no teste inicial, primeira 
(G1) e segunda Geração (G2) 
 
 
Os organismos expostos as concentrações 1,3 e 2,6 mg de fipronil (Regent ® 800 
WG) por Kg de solo seco, nota-se um padrão no número de organismos quantificados nas 
primeiras gerações (G0 e G1), onde em G1 ocorreu diminuição do número de organismos, em 
G2, nas duas concentrações, há aumento considerável na reprodução. 
 
 
Figura 20 – Resultado da reprodução de E. crypticus no solo natural tropical contaminado com 
fipronil (Regent ® 800 WG) na concentração de 5,2 mg/kg de solo seco no teste inicial, primeira 
(G1) e segunda Geração (G2) 
 
 
Quando os organismos foram expostos a concentração de 5,2 mg de fipronil/kg de 
solo seco observa-se que nas primeiras gerações (G0 e G1) não há diferença significativa entre 
o número de organismos, porém por ser a maior concentração de fipronil (Regent ® 800 WG) 
utilizada no teste, na última geração (G2) ocorreu aumento relevante. Esse aumento pode estar 
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relacionado com a densidade de organismo e a concentração do contaminante fipronil (Regent 
® 800 WG), já que alguns estudos apontam que quanto maior a concentração do contaminante, 
maior a probabilidade de aumentar a reprodução (LINKE-GAMENICK et al., 1999; 
MENEZES-OLIVEIRA et al. 2013). 
Neste estudo os resultados indicaram que nas concentrações avaliadas, o inseticida 
fipronil (Regent ® 800 WG) apresentou elevada toxicidade para os organismos avaliados, tendo 
em vista que o tamanho dos mesmos diminuiu consideravelmente com o avanço das gerações, 
evidenciando que na próxima geração, os organismos iriam morrer. 
 
5.3.  Resultados da Quantificação de fungos e bactérias heterotróficas 
A quantificação de fungos e bactérias heterotróficas foi realizada no início do teste 
multigeracional e após o término do mesmo. Realizou-se a quantificação na areia utilizada no 
preparo do solo SAT e no solo natural.  
Foram realizadas duas coletas do solo natural tropical (Broa) devido a necessidades 
de quantidades de solo e manutenção de suas características em curto espaço de tempo.  
A Tabela 4 expressa a quantificação de bactérias heterotróficas e fungos de amostra 
do solo natural tropical, denominado Broa e a Tabela 5 a quantificação após o término do teste 
de toxicidade da última geração. 
 
Tabela 4 – Quantificação de bactérias heterotróficas e fungos, avaliados em Unidade 
Formadora de Colônia por grama de solo (UFC/g), em amostras de solo natural tropical (Broa) 
e na areia utilizada para fazer o solo artificial (SAT) no início dos testes de toxicidade 
Amostra de solo  Bactérias UFC/g  Fungos UFC/g 
BROA  4,9 x102 7,1 x10¹ 
BROA  4,1 x102 6,1 x101 
SAT  2,7 x102 0,2 x101 
 
 
Tabela 5 – Quantificação de bactérias heterotróficas e fungos, avaliados em Unidade 
Formadora de Colônia por grama de solo (UFC/g), em amostras de solo natural e na areia 
utilizada para fazer o solo artificial (SAT), no final dos testes de toxicidade 
Amostra de solo  Bactérias UFC/g Fungos UFC/g 
5,2 mg/kg A 3,1 x102 6,1 x101 
0,32 mg/kg A 4,4 x102 9,7 x101 
SAT  >6500  2,4 x10¹   
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Observando as Tabelas 4 e 5 observa-se pouco crescimento das colônias, mas pode-
se perceber que no solo SAT foi onde ocorreu o maior crescimento. Esse crescimento pode 
explicar a diferença significativa entre a contagem do controle na segunda geração entre o solo 
BROA e o SAT, em que nesse último a reprodução dos organismos foi maior do que no solo 
BROA. São testados os dois tipos de solo no controle para efeito de observação da reprodução. 
Se houver diferença, pode significar que o solo interfere na reprodução no organismo, já que 
um solo é preparado em laboratório de acordo com norma padronizada e outro solo é coletado 
na natureza. Com o decorrer do teste multigeracional, houve formação de colônias de micro-
organimos que serviram de alimento para os enquitreídeos, assim ocorreu aumento na 
reprodução dos mesmos, principalmente no solo SAT. 
 
5.4. Resultados do teste de Avoidance (teste de fuga) 
O teste de fuga (avoidance) é utilizado como teste preliminar para avaliar a 
toxicidade de um composto no solo usando como parâmetro o comportamento do organismo 
teste, ou seja, observar para qual tipo de solo o organismo se desloca. É considerado um teste 
fácil e de rápida execução, porém não é um teste utilizado como parâmetro único de toxicidade, 
sendo este complementar a outros testes agudos ou crônicos.  
A Tabela 6 e figura 21 expressam o teste de fuga (avoidance) realizado expondo 10 
organismos clitelados de E. crypticus em solo natural tropical (Broa), contaminado com o 
pesticida fipronil (Regent ® 800 WG) em diferentes concentrações, durante o período de 48 
horas, a temperatura de 20±2ºC e fotoperíodo de 16/8h (claro/escuro). 
 
Tabela 6 – Resultado do teste de fuga realizado com dez organismos de E. crypticus exposto 
ao fipronil (Regent ® 800 WG) em solo natural tropical (Broa), avaliado durante o período de 
48 horas, a temperatura de 20±2ºC e fotoperíodo de 16/8h (claro/escuro) 
 
Concentração de 
fipronil (mg/kg) 
Número de organismos no 
solo controle 
Número de organismos 
no solo contaminado 
Controle 5,2 4,8 
0,32 5,4 4,6 
0,65 6,4 3,6 
1,3 5,6 4,4 
2,6 5,4 3,6 
5,2 6,2 3,8 
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Figura 21 – Resultado do teste de fuga realizado com E. crypticus exposto ao fipronil (Regent 
® 800 WG) em solo natural tropical (Broa), avaliados durante 48 horas com temperatura de 
20±2ºC e fotoperíodo de 16/8h (claro/escuro) 
 
 
O teste de fuga vem se tornando frequente com organismos da fauna edáfica, pois 
permite resposta em curto período de tempo, indicando a existência de condições desfavoráveis 
em um determinado ambiente. 
Os resultados indicam que o teste pode ser considerado válido, tendo em vista que 
no “controle duplo” não houve diferença na distribuição dos organismos entre os dois lados do 
recipiente.   
O teste evidenciou o comportamento significativo de fuga (evitamento) ao solo 
contaminado. Notou-se que houve comportamento típico de curva dose-resposta, onde quanto 
mais elevada à concentração do fipronil (Regent ® 800 WG), mais os organismos se deslocaram 
para o solo controle. Comportamento semelhante foi observado por Novais et al. (2010) 
analisando o evitamento de E. albidus, na presença na presença de pesticidas, onde em todas as 
concentrações houve evitamento do solo contaminado, porém, na última concentração essa 
observação foi mais evidente.  
Em relação a menor e a maior concentração (0,32 e 5,2 mg de fipronil (Regent ® 
800 WG) por quilo de solo seco, respectivamente) observou-se diferença de comportamento, 
onde na maior concentração houve maior fuga do solo contaminado, pois os organismos foram 
encontrados no solo controle. Nas concentrações mais baixas, houve fuga, porém não tão 
acentuada.   
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De acordo com Amorim et al. (2012) não ocorreu nenhuma resposta clara de 
evitamento em nenhum dos diferentes compostos testados, quando os autores realizaram o teste 
de avoidance com E. albidus, na exposição aos seguintes compostos químicos: cloreto de cobre 
(CuCl2), cloreto de zinco (ZnCl2) e cloreto de cádmio (CdCl2); os herbicidas fenmedifam e 
atrazina; os fungicidas benomil, carbendazim, pentaclorofenol e óxido de tributilestanho 
(TBTO); os insecticidas dimetoato, lindano, chlor-pirifos e ácido bórico. Os organismos 
mostraram elevado evitamento aos solos contaminados com os dois pesticidas, o fenmedifam e 
o dimetoato, em todos os tempos de amostragem. A resposta do E. albidus ao fungicida 
carbendazim foi de comportamento típico de dose-resposta, ocorrendo evitamento mais 
evidente nas concentrações mais elevadas.  
Novais et al. (2010) realizaram três testes utilizando Enchytraeus albidus, 
analisando a toxicidade de vários pesticidas em solo natural. Os autores avaliaram efeitos sobre 
a sobrevivência, reprodução e fuga e concluíram que o comportamento de fuga foi menos 
sensível que a reprodução. Este comportamento significa que se o organismo não foge do solo 
contaminados no campo, a probabilidade do efeito do pesticida é maior na reprodução. 
Houve um comportamento de fuga evidente, principalmente na primeira geração, 
em que os animais foram observados nas paredes dos potes, próximos a tampa, evidenciando 
uma conduta de toxicidade aos bioindicadores, fazendo com que eles tentassem fugir do solo 
contaminado. 
 
5.5.  Resultados do ensaio de Respirometria de Bartha e Pramer 
O fipronil possui baixa degradação no solo, tendo o processo de fotodegradação 
como maior forma de transformação da molécula do pesticida. A fotodegradação pode resultar 
em subprodutos muitas vezes mais tóxicos que o composto químico original, entre eles o 
dissulfinil, um composto estável e de nove a dez vezes mais tóxico para mamíferos do que a 
molécula original do fipronil (HAINZL, COLE e CASIDA, 1998; NPIC, 2018). 
Vários métodos podem ser utilizados para avaliar a biodegradação de um composto 
no solo, entre eles o método respirométrico de Bartha e Pramer, em que a taxa de biodegradação 
(atividades realizadas pelos micro-organismos) é determinada pela quantidade de dióxido de 
carbono (CO2) liberada (BERNARDES e SOARES, 2005). 
Ensaios de toxicidade e biodegradação estão interligados, pois a biodegradação 
avalia se o composto degradado teve sua toxicidade reduzida, aumentada ou permaneceu a 
mesma (SOBRERO e RONCO 2004; HUBÁLEK et al. 2007; GYURICZA et al. 2010; CRUZ 
et al. 2014). 
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A Figura 22 expressa a produção acumulada de CO2 obtida no processo de 
biodegradação do fipronil (Regent ® 800 WG) em solo natural tropical (Broa), avaliados em 
processo de respirometria de Bartha e Pramer, durante o período de 28 dias a temperatura de 
22 ± 2ºC. 
 
Figura 22 – Produção acumulado de CO2 no solo contaminado com fipronil (Regent ® 800 
WG) em diferentes concentrações, incubados em estuda BOD a 22 ± 2ºC 
 
O processo de biodegradação microbiana é uma das mais significativas vias para a 
degradação do fipronil no solo (VÍLCHEZ et al., 2001). De acordo com os resultados obtidos 
neste estudo, nota-se que a geração de CO2 no solo contaminado com fipronil (Regent ® 800 
WG) é menor do que aquela gerada no solo sem o pesticida (solo controle), evidenciando que 
sua biodegradação é lenta no solo e que o inseticida se mostra persistente e com grande impacto 
no solo, pois nenhuma das concentrações ultrapassa o valor do controle.  
Quanto maior a concentração do fipronil (Regent ® 800 WG) (5,2 mg/kg de solo) 
maior foi a geração de CO2, ou seja, houve mais respiração dos micro-organismos. Essa 
conclusão acompanha o teste multigeracional, principalmente na última geração, em que na 
maior concentração do fipronil (Regent ® 800 WG), maior foi a reprodução dos organismos. 
Esse resultado sugere que o fipronil (Regent ® 800 WG) pode ser uma fonte de carbono para o 
metabolismo dos micro-organismos presentes no solo, assim como no estudo de Araújo et al. 
(2002) sugerindo que nessas mesmas condições o glifosato foi fonte de carbono, aumentando a 
geração de CO2 nas concentrações mais altas do glifosato analisadas. 
Cappelini (2018) descreve sobre a degradação do fipronil por um organismo 
extraído do solo com longo histórico de cultivo de cana-de-açúcar. Os resultados mostraram 
que o método foi eficiente e foi possível identificar bactérias com potencial de degradação do 
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fipronil e seus metabólitos, revelando que, no solo, é possível isolar micro-organismos capazes 
de degradá-lo a formas tóxicas, que podem ser mais agressivas que a formulação inicial, 
exatamente o que acontece quando ele é fotodegradado, formando subprodutos muitas vezes 
mais tóxicos que sua formulação química original. 
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6. CONCLUSÕES 
 
As concentrações analisadas do inseticida fipronil, formulação comercial Regente 
® 800 WG, mediante ensaio de toxidade multigeracional, analisando duas gerações do 
indicador biológico Enchytraeus crypticus mostraram-se pouco sensíveis em relação a 
reprodução até a segunda geração, porém indicando que os dados são relevantes, evidenciando 
que o tamanho dos organismos diminuiu significativamente, sendo assim, na próxima geração 
os organismos irão morrer. 
O teste de fuga (avoidance) mostrou que os E. crypticus tendem a evitar o solo 
contaminado, assim como na primeira geração, em que foi observado um comportamento de 
fugo dos organismos nos potes, onde eles ficaram fixados nas paredes e mais perto da tampa, 
comprovando a toxidade do fipronil (Regent ® 800 WG). 
Pode-se avaliar a taxa de persistência do fipronil no solo mediante a quantificação 
da produção de CO2 dos micro-organismos presentes no solo utilizando o método de 
respirométrico de Bartha e Pramer, de forma simples e eficaz. A biodegradação avaliada pela 
metodologia respirométrica, mostrou o mesmo padrão encontrado na literatura, evidenciando a 
lenta biodegradação do pesticida no solo. O ensaio de respirometria seguiu o padrão do teste 
multigeracional, onde quando mais alta a concentração do composto, maior foi a quantificação 
da microbiota e maior a geração de CO2, com o fipronil (Regent ® 800 WG) servido como 
fonte de carbono para os micro-organismos. 
Neste estudo avaliou-se a toxicidade do fipronil (Regent ® 800 WG) para o E. 
crypticus, que se mostrou pouco sensível ao pesticida, mas com um comportamento de fuga 
observada tanto durante os ensaios geracionais nas paredes dos potes como no teste de fuga 
(avoidance). Entretanto, são necessárias mais avaliações de toxicidade do efeito do fipronil, 
tendo em vista sua toxidade, persistência, baixa degradação, analisadas em vários estudos de 
toxicidade que comprovam sua periculosidade e sua proibição em vários países da Europa. As 
legislações brasileiras devem reavaliar sua utilização e comercio evitando assim mais exposição 
a esse produto comprovadamente perigoso. 
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